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Streszczenie: Metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej (MMPs) są enzymami bezpośrednio zaan­
gażowanymi w procesy tworzenia przerzutów nowotworowych. W warunkach fizjologicznych MMPs 
uczestniczą w takich procesach, jak: embriogeneza, angiogeneza, cykliczne zmiany w endometrium, 
gojenie ran oraz agregacja płytek. Zmiany aktywności tych enzymów obserwowano w wielu procesach 
patologicznych, takich jak: choroba nowotworowa, procesy zapalne oraz choroby degeneracyjne układu 
nerwowego. W procesach nowotworowych MMPs uczestniczą w regulacji wzrostu i proliferacji komó­
rek, tworzeniu przerzutów, angiogenezie oraz w odpowiedzi immunologicznej organizmu. Szczególnie 
ważną rolę odgrywają żelatynaza A (MMP-2) oraz żelatynaza B (MMP-9). Są to enzymy mające 
największą zdolność do degradacji kolagenu typu IV będącego głównym składnikiem błony podstawnej 
(BM). Utrata ciągłości w strukturze BM warunkuje zapoczątkowanie procesu migracji komórek nowo­
tworowych z pierwotnego guza i tworzenie przerzutów w miejscach odległych.
Słowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej, żelatynaza A, żelatynaza B, nowotwór piersi.
Summary: Matrix metalloproteinases (MMPs) are the enzymes which are directly involved in metastasis. 
Under physiological conditions MMPs are involved in such processes as embryogenesis, angiogenesis, 
cyclic changes in endometrium, wound healing and platelet aggregation. There is evidence that MMPs 
activity changes in many pathological conditions, including tumor disease, inflammatory and the degenera­
tive diseases of nervous system. In cancer MMPs regulate growth and cancer-cell proliferation, metastasis, 
angiogenesis and the immune response to cancer. Gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) play an 
important role in cancer, because of their ability to degrade type IV collagen. The collagen type IV is the 
major component of basement membrane (BM). Loss of the continuity in BM structure determines the 
beginning of the cancer cell migration from primary tumor and creation of remote metastasis.
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WSTĘP
Rak gruczołu piersiowego jest obecnie najczęściej występującym nowotworem u 
kobiet. W Stanach Zj ednoczonych oraz kraj ach Unii Europej skiej rocznie na raka piersi 
zapada 6-7 proc. kobiet. W Polsce nowotwór ten stanowi około 19 proc. ogółu 
rejestrowanych nowotworów złośliwych u kobiet i zajmuje pierwsze miejsce pod 
względem zachorowalności oraz umieralności z powodu nowotworów [45].
Diagnoza zmian nowotworowych opiera się głównie na zastosowaniu metod 
histopatologicznych i obrazowych. Innąjeszcze metodą wykrywania zmian nowotworowych 
jest oznaczanie markerów nowotworowych w krwi [14, 21]. Ze względu na fakt, że rozwój 
choroby nowotworowej poprzedza mutacja określonych genów, poszukuje się obecnie metod, 
które pozwoliłyby na wykrycie komórek transformowanych nowotworowo. Innym jeszcze 
kierunkiem badań mogą być oznaczenia stabilności macierzy tkanek, w których rozwij aj ą się 
zmiany nowotworowe. Wszystkie te działania prowadzą do wykrycia przedprzerzutowego 
stadium zmian nowotworowych. Wczesne wykrywanie komórek transformowanych 
nowotworowo umożliwia wdrożenie takich metod terapeutycznych, które zwiększają 
prawdopodobieństwo wyleczenia lub wydłużaj ą czas przeżycia [16, 39].
Rak piersi charakteryzuje się dużą inwazyjnością poprzez wczesną migrację komórek 
nowotworowych drogą naczyń krwionośnych i limfatycznych. Ogniska przerzutów 
najczęściej wykrywane są w płucach, kościach, wątrobie oraz mózgu [23, 34]. Nabycie 
przez komórkę nowotworową fenotypu inwazyjnego warunkuj e inicj acj ę procesu migracj i 
do otaczających tkanek, a tym samym możliwość tworzenia przerzutów. Aktywacja 
tego procesu zależy od przebiegających równolegle dwóch procesów, a mianowicie 
utraty połączeń pomiędzy komórkami guza i degradacji białek macierzy pozakomórkowej 
(ECM -  extracellular matrix) [13, 21, 35].
Pierwszym etapem procesu migracji jest pokonanie bariery, jaką stanowi macierz 
pozakomórkowa oraz błona podstawna (BM -  basement membrane) [8, 14].
W warunkach fizjologicznych macierz pozakomórkowątworzą specyficzne białka. Wśród 
tych związków wyróżnia się białka kolagenowe oraz elastynę, a także specyficzne 
glikoproteiny, proteoglikany i glikozaminoglikany [8]. Skład i proporcj e tych związków są 
charakterystyczne dla poszczególnych tkanek oraz wyznaczają ich strukturę i funkcję. 
Kolageny oraz elastyna tworzą rusztowanie ECM, zapewniając tym samym zachowanie 
prawidłowej struktury tkanki oraz transdukcję sygnałów międzykomórkowych [30, 31, 42]. 
Błona podstawna, będącajedną z form ECM, utworzonajest głównie przez białko kolagenowe 
typu IV, fibronektynę, lamininę, entaktynę oraz siarczan heparanu [7, 30]. Glikoproteiny 
biorą udział w adhezyjności, migracji oraz różnicowaniu się komórek poprzez wiązanie 
z integrynami. Proteoglikany występujące w ECM ułatwiają migrację komórek [8].
Zaburzenie funkcji macierzy pozakomórkowej oraz błony podstawnej poprzez patogenne 
działanie metaloproteinaz jest procesem warunkuj ącym tworzenie przerzutów. Równolegle 
w zmienionej nowotworowo tkance zachodzi aktywnie proces angiogenezy. Destrukcja 
macierzy tkankowej oraz angiogeneza to etapy rozwoju zmian nowotworowych umożliwiające 
migracj ę komórek z następowym tworzeniem przerzutów [21].
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1. CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA ORAZ BUDOWA 
METALOPROTEINAZ
Enzymy hydrolizujące białka macierzy są zaliczane do klasy endopeptydaz. 
W piśmiennictwie bywają określane jako proteinazy lub proteazy. Obecna klasyfikacja 
metaloproteinaz wyszczególnia 25 odrębnych enzymów, a z grupy tej 22 występuje u 
ludzi [8, 38]. Enzymy te ze względu na specyfikę substratową oraz budowę zostały 
podzielone na 8 grup, a mianowicie: kolagenazy, żelatynazy, stromielizyny, matrylizyny, 
enamelizyny, metaloelastazy, metaloproteinazy błonowe oraz pozostałe, niezaklasy- 
fikowane do żadnej z wyżej wymienionych grup (tab. 1). W tabeli podano także poznane 
substraty dla poszczególnych grup enzymów. Substratami są białka macierzy pozako- 
mórkowej, w tym białka kolagenowe, laminina, fibronektyna, elastyna oraz proteoglikany 
[8, 34]. Podobieństwo enzymów o tej samej specyfice substratowej potwierdzone jest 
homologią domen tych enzymów [38].
Synteza MMPs w warunkach prawidłowych zachodzi w komórkach macierzy 
współtworzącej określoną tkankę łączną, w tym również w komórkach krwi. 
W warunkach patogennych MMPs są ponadto syntetyzowane przez komórki nowotwo­
rowe. We wszystkich przypadkach MMPs produkowane są jako preproenzymy, a 
większość z nich wydzielana jest do ECM w postaci nieczynnych proenzymów. Istnieje 
możliwość wewnątrzkomórkowej aktywacji MMPs, jak ma to miejsce w przypadku 
MMP-14, której proces aktywacji zachodzi w aparacie Golgiego [8, 10, 38]. Funkcja 
aktywnych form MMPs zależy od pH i jest największa w pH obojętnym. Aktywność 
przemian uczynniania zależna jest także od stężenia jonów Ca2+ oraz Zn2+ [8, 10, 26].
2. FUNKCJA METALOPROTEINAZ 
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH
W warunkach prawidłowych metaloproteinazy biorą udział w regulacji rozwoju 
płodowego oraz procesach wzrostu i przebudowy tkanek. Odpowiedzialne są także za 
cykliczne zmiany w endometrium oraz zmiany zachodzące podczas ciąży, porodu i połogu 
[38]. Uczestniczą w procesach angiogenezy, a także migracji komórek odpowiedzi 
zapalnej biorąc udział w procesach gojenia ran oraz tworzenia blizn [33, 38]. MMP-2 
odgrywa istotną rolę w regulacji czynności płytek krwi poprzez stymulację agregacji 
niezależną od tromboksanu A2 (TXA2). Natomiast MMP-9 hamuje proagregacyjne 
działanie MMP-2. Antagonistyczne działanie MMP-2 i MMP-9 stanowi jeden z mecha­
nizmów pozwalaj ących na utrzymanie hemostazy naczyniowej [33].
2a. Budowa i charakterystyka MMP-2 oraz MMP-9
Metaloproteinaza MMP-2, zwana żelatynazą A lub kolagenazą 72 kDa oraz MMP-9, 
określana też jako żelatynaza B lub kolagenaza 92 kDa, mają domeny wspólne dla całej 
grupy MMPs, a także domeny charakterystyczne, stanowiące o ich odmiennych
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TABELA 1. Specyfika substratowa metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej [7]
Grupa enzymów MMP Sub straty
Kolagenazy
Kolagenaza 1 MMP-1 kolagen typu I, II, III, VII, VIII, X, XI, żelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, 
laminina, tenascyna, vitronektyna, al-antychymotrypsyna, «2-makroglobulina, fibryna, 
fibrynogen, pro-MMP-2, pro-MMP-9, pro-TNF a
Kolagenaza 2 M - 8 kolagen typu I, II, III, agrekan, o2-makroglobulina, fibrynogen
Kolagenaza 3 M M P-13 kolagen typu I, II, III, IV, VI, IX, XIV, żelatyna, agrekan, fibronektyna, tenascyna, 
a2-makroglobulina, kazeina, czynnik XII, fibrynogen, pro-MMP-9
Kolagenaza 4 M M P-18 kolagen typu I, żelatyna
Żelatynazy
Żelatynaza A MMP-2 kolagen typu I, II, III, IV, VII, IX, X, XI, żelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, 
fibronektyna, IGFBP, laminina, tenascyna, vitronektyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-9, 
pro-MMP-13, plazminogen, pro-T N Fa
Żelatynaza B MMP-9 kolagen typu IV, V, XI, XIV, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, IGFBP, laininina, 
vitronektyna, a2-makroglobulina, endotelina, kazeina, fibryna, fibrynogen, ILI/?, pro- 
MMP-2, plazminogen, pro-T N Fa
Stromielizyny
Stromielizyna 1 MMP-3 kolagen typu III, IV, V, VII, IX, X, XI, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna, 
fibronektyna, IGFBP, laminina, osteonektyna, perlekan, tenascyna, vitronektyna, 
al-antychymotrypsyna, o2-makroglobulina, kazeina, E-kadheryna, fibryna, fibrynogen, 
IL-1/?, pro-MMP-1, pro-MM P-7, pro-MM P-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13, pro-TN Fa
Stromielizyna 2 M M P-10 kolagen typu III, IV, V, żelatyna, agrekan, elastyna, fibronektyna, kazeina, fibrynogen, 
pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-MMP-8, pro-MMP-9
Stromielizyna 3 M M P-11 IGFBP, o2-makro globulina
Matrylizyny
Matrylizyna MMP-7 kolagen typu I, IV, żelatyna, agrekan, dekoryna, elastyna, entaktyna, fibronektyna, 
laminina, tenascyna, vitronektyna, kazeina, E-kadheryna, fibrynogen, pro-MMP-1, pro- 
MMP-2, pro-MMP-9, plazminogen, pro-TNF ar
Matrylizyna 2 MMP-2 6 kolagen typu IV, żelatyna, fibrynogen, fibronektyna, vitronektyna, kazeina, pro-MMP-9
Enamelizyna MMP-20 agrekan
Metalo elas taza M M P-12 kolagen typu I, IV, żelatyna, agrekan, elastyna, entaktyna, fibronektyna, laminina, 
vitronektyna, czynnik XII, a2-makroglobulina, fibrynogen, IgG, plazminogen, pro-TNFa'
Metaloproteinazy błonowe
MT1-MMP M M P-14 kolagen typu I, II, III, żelatyna, agrekan, entaktyna, fibronektyna, perlekan, vitronektyna, 
o2-makroglobulina, CD44, czynnik XII, fibryna, fibrynogen, integryna, pro-MMP-2, 
pro-MMP-13, tenascyna, pro-TN Fa
MT2-MMP M M P-15 agrekan, entaktyna, fibronektyna, laminina, perlekan, tenascyna, pro-MMP-2
MT3-MMP M M P-16 kolagen typu III, żelatyna, kazeina, fibronektyna, pro-MMP-2
MT4-MMP M M P-17 żelatyna, fibryna, fibrynogen, pro-MMP-2, pro-TN Fa
MT5-MMP MMP-24 żelatyna, fibronektyna, pro-MMP-2
MT6-MMP MMP-25 kolagen typu IV, żelatyna, fibronektyna, fibrynogen, fibryna, pro-MMP-2
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właściwościach. W obrębie domeny katalitycznej MMP-2 i MMP-9 występują trzy 
powtórzone fragmenty podobne do fibronektyny. Fragmenty te odpowiedzialne są za 
wiązanie z substratem, jakim jest kolagen i elastyna oraz innymi substratami, które 
zostały zestawione w tabeli 1 [1, 9, 36]. Ponadto MMP-9 w obrębie regionu zawiasowego 
ma domenę kolagenu typu V o niepoznanej dotychczas funkcji [8, 38].
W cząsteczce MMPs występuje sekwencja sygnałowa, a także domena katalityczna 
z centrum aktywnym oraz domena hemopeksynopodobna zakończona grupą karbo­
ksylową [8, 31]. Sekwencję sygnałową tworzą aminokwasy N-końca cząsteczki, które 
decydują o sekrecji proenzymu z siateczki endoplazmatycznej do macierzy zewnątrz- 
komórkowej Propeptyd zbudowany jest z sekwencji PRCG(X)PDV (Pro- Arg- Cys- 
Gly- (X)- Pro- Asp- Val) i zawiera ok. 80 aminokwasów [24]. Wśród aminokwasów 
szczególną rolę odgrywa cysteina, której reszta wiążąc atom cynku utrzymuje tym sa­
mym enzym w stanie nieaktywnym. Domena katalityczna, zbudowana z ok. 170 
aminokwasów, zawiera centrum aktywne, o tylko częściowo poznanej sek-wencji 
HEXXHXXGXXH [24, 38]. Trzy cząsteczki histydyny, obecne w domenie katalitycznej 
wiążą atom cynku [8, 24]. Równoczesne wiązanie atomu cynku przez reszty histydyny 
z domeny katalitycznej i resztę cysteiny z sekwencji sygnałowej czyni kompleks białkowy 
nieaktywnym. Rozerwanie połączenia cysteiny z sekwencją sygnałową jest wstępnym 
procesem prowadzącym do uaktywnienia enzymu.
3. REGULACJA AKTYWACJI I INHIBICJI MMP-2 ORAZ MMP-9
Prawidłowa ekspresja MMPs regulowana jest na poziomie transkrypcji genów, 
translacji, aktywacji proenzymów oraz poprzez aktywatory i inhibitory tkankowe (TIMPs 
-  tissue inhibitors o f metalloproteinases) [8, 27, 36, 38]. W warunkach patologicznych 
wzrost ekspresji metaloproteinaz jest spowodowany głównie zaburzeniami regulacji 
transkrypcji. Pierwszym etapem tych przemian jest zmiana fUnkcji protoonkogenów w 
onkogeny. Szczególna rola przypada na protoonkogeny fos ijun. Mutacja w obrębie 
tych genów często prowadzi do wystąpienia nowotworów [21, 22]. Białka Fos i Jun 
łączą się w czynnik transkrypcyjny AP-1. Czynnik ten ma zdolność tworzenia połączeń 
z promotorami genów MMP-2 oraz MMP-9, a także wielu innych MMPs [15, 27, 38]. 
W regulacji poziomu ekspresji MMP-2 bierze także udział onkogen HER2/neu (zwany 
również c-erbB-2) oraz czynnik transkrypcyjny AP-2 [17, 22].
Onkogen HER-2/neu jest genem kodującym błonowy receptor dla kinazy 
tyrozynowej, zawierający sekwencje homologiczne z receptorem dla epidermalnego 
czynnika wzrostu (EGF -  epidermal growth factor) [17, 22]. Białko HER-2/neu ma 
aktywność kinazy tyrozynowej, co powoduje pobudzenie sygnału mediowanego 
receptorem nawet przy braku ligandu. Nadekspresja tego białka obserwowana jest u 
20-30% kobiet chorych na nowotwory piersi i najczęściej wynika z amplifikacji genu 
HER-2/neu [5, 17, 22]. Nadmierna ekspresja genu HER-2/neu, która została potwier­
dzona w nowotworach gruczołu sutkowego prowadzi do wzrostu aktywności MMP-2.
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Czynnik transkrypcyjny AP-2 jest białkiem, którego znaczenie zostało potwierdzone 
w procesach wzrostu, różnicowania oraz apoptozy komórek [22, 40]. Odgrywa zasadniczą 
rolę w procesach nowotworowych. Wiąże się z regionem promotorowym protoonkogenu 
HER-2/neu aktywując jego ekspresję [22]. Dodatkowo czynnik transkrypcyjny AP-2 
odgrywa znaczną rolę w procesie transkrypcji MMP-2 oraz odpowiada za zwiększenie 
aktywności obszaru promotorowego genu MMP-9. Efekt wpływu nadekspresji genu 
HER2/neu na zdolność komórek nowotworowych do tworzenia przerzutów jest zatem 
związany ze zwiększeniem poziomu ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, a także ze wzrostem 
aktywności proteolitycznej tych enzymów [16, 27].
Wzrost poziomu ekspresji MMPs może być także wynikiem spadku poziomu ekspresji 
genów supresorowych, których produkty białkowe, w prawidłowych warunkach, hamują 
wzrost i proliferację komórek. Najczęściej występującą mutacją genów supresorowych 
w raku piersi jest mutacja genup53. Jest to gen, którego białkowy produkt, wiążąc się 
z DNA kontroluje proces syntezy DNA, transkrypcji oraz apoptozę. W dziedzicznych 
nowotworach piersi najczęściej obserwowanymi mutacjami są mutacje genów BRCA-1 
i BRCA-2. Białka kodowane przez geny BRCA-1 i BRCA-2 są białkami jądrowymi. Ich 
funkcja nie została dokładnie poznana, natomiast prawdopodobnie biorą udział w procesach 
naprawy DNA i regulacji transkrypcji. Mutacja genu kodującego E-kadherynę powodująca 
spadek ekspresj i tego białka prowadzi do zmniej szenia kohezji międzykomórkowej. Ułatwia 
to inwazyjność oraz tworzenie przerzutów w nowotworach piersi, raku jelita grubego, 
przełyku, jajnika [21, 37]. Mutacje genów kodujących poszczególne enzymy są rzadko 
wykrywane [8, 32, 38].
Ekspresja genów MMPs regulowana jest przez wiele czynników stymulujących oraz 
hamujących. Do czynników stymulujących ekspresję należą między innymi estry forbolu, 
białka macierzy zewnątrzkomórkowej, stres komórkowy oraz cytokiny [8, 20, 3 8]. Czynniki 
wzrostu, w tym interleukiny, interferon, EGF, FGF, VEGF, PDGF, TNF-a, TGF-b to 
również ważne regulatory ekspresji MMPs [13, 28, 36]. Innym jeszcze czynnikiem 
pobudzającym MMPs są białka komórek nowotworowych. Przykładem jest cząsteczka 
białka EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer), glikoproteina, 
zlokalizowana na powierzchni komórki nowotworowej [2, 24]. Białko to stymuluje znajdujące 
się w bliskim sąsiedztwie fibroblasty do produkcji metaloproteinaz, w tym MMP-2. Poprzez 
aktywację MMP-2 białko EMMPRIN pobudza proteolizę ECM. Obecność EMMPRIN 
została stwierdzona na powierzchni komórek nowotwo-rowych guzów piersi, płuc, 
przewodu pokarmowego, pęcherza moczowego, a także komórek czerniaka [24].
MMP-2 oraz MMP-9, tak jak pozostałe enzymy tej grupy, wydzielane są do 
środowiska pozakomórkowego w postaci nieaktywnego biologicznie proenzymu (pro- 
MMPs). Aktywacja pro-MMPs do aktywnej MMPs zachodzi w środowisku zewnątrz- 
komórkowym, ale związana jest z funkcją komórki [10, 29]. Do pełnej aktywacji latentnej 
formy enzymów konieczny jest proces proteolityczny, tzw. cysteine-switch. Efektem 
jest odcięcie N-terminalnego propeptydu bogatego w cysteinę, a w następstwie 
odsłonięte zostaje centrum aktywne z trzema resztami histydyny oraz jonem cynku 
(Zn2+) [1, 40]. Mechanizm aktywacji zachodzi poprzez rozerwanie wiązań pomiędzy 
grupą tiolową cysteiny aj onem cynku [38]. Odłączenie propeptydu maskuj ącego miej sce
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aktywne zawierające Zn2+ powoduje skrócenie łańcucha aminokwasowego oraz 
zmniejszenie masy cząsteczkowej o ok. 10 kDa [10, 38].
Efektywna aktywacja pro-MMP-2 może nastąpić w drodze zależnej od MMP-14 
(MT1-MMP) oraz niezależnie od działania tego enzymu. MMP-14 to metaloproteinaza 
transbłonowa, której cząsteczka jest związana z błoną komórkową komórek tkanki 
łącznej. Aktywacja MMP-2 poprzez szlak zależny od MMP-14 wymaga powstania 
kompleksu tego enzymu z MMP-14 i TIMP-2 na powierzchni błony komórkowej 
[24, 40]. Działanie MMP-14 polega na rozerwaniu wiązania pomiędzy Asn37- Leu38 
w cząsteczce pro-MMP-2. Dalsze przekształcenie polegające na rozerwaniu wiązania 
pomiędzy Asn80- Tyr81jest procesem autokatalitycznym. Proces aktywacji MMP-2 może 
także zachodzić wskutek interakcji pomiędzy metaloproteinazą błonową MMP-14 oraz 
integryną av^3. Cząsteczki integryny obecne są w komórkach śródbłonka oraz 
w komórkach nowotworowych różnych tkanek, w tym także w tkankach nowotworowych 
piersi. Integryna av^3 odgrywa krytyczną rolę w procesach wzrostu nowotworu i 
tworzenia nowych naczyń krwionośnych. Interakcja pomiędzy hemopeksy-nopodobną, 
C-końcową domeną MMP-2 a integryną av^3 umożliwia efektywne dojrzewanie 
MMP-2. Sama integryna zatem aktywuje MMPs, lecz w połączeniu z vitronektyną 
specyficznie wiążąca się z integryną, blokuje proces aktywacji proMMP-2, 
prowadząc tym samym do spadku poziomu aktywnych form MMP-2 [4].
Kolejny mechanizm aktywacji metaloproteinaz może dokonywać się pod wpływem 
proteinaz serynowych, obecnych w środowisku pozakomórkowym, takich jak: trypsyna, 
proteinazy systemu aktywacji plazminogenu do plazminy, elastaza leukocytarna oraz 
katepsyna G. Trypsyna w takich warunkach wydzielana jest przez komórki nowo­
tworowe [33]. Aktywacja dokonuje się także przy udziale aktywnych form metalo­
proteinaz [38]. Zwiększenie ekspresji oraz aktywacji MMPs w procesach nowotwo­
rowych prowadzi do zwielokrotnienia efektu destrukcji macierzy, a zatem widoczny 
jest tu typowy mechanizm reakcji kaskadowej.
W wyniku działania związków nieorganicznych, takich jak cyjanek lub jodek potasu, 
siarczan dodecylu sodu oraz związków organicznych zawierających rtęć, a także 
mocznika i stresu oksydacyjnego, będących niespecyficznymi aktywatorami MMPs 
zachodzą zmiany konformacyjne w obrębie cząsteczki pro-MMP. Zmiany te prowadzą 
w efekcie do odłączenia peptydu regulatorowego i aktywacji proenzymu [10, 33].
W warunkach prawidłowych głównymi inhibitorami metaloproteinaz są tkankowe 
inhibitory metaloproteinaz TIMP, stanowiące grupę specyficznych inhibitorów MMPs. 
Są to białka o masie cząsteczkowej pomiędzy 20-29 kDa, które łączą się wiązaniami 
niekowalencyjnymi z MMP w stosunku stechiometrycznym 1:1 [3, 36, 38, 41]. Kompleks 
taki może ulec dysocjacji z odzyskaniem pełnej aktywności TIMPs oraz MMPs [9]. 
Dotychczas poznano i scharakteryzowano cztery geny, które koduj ą białka TIMP-1, 2, 
3 oraz 4. Skład i sekwencja aminokwasowa wszystkich TIMPs jest podobna w 37­
51%. Wszystkie zawierają w swej strukturze 12 reszt cysternowych, które tworzą 
6 mostków disiarczkowych oraz 6 pętli polipeptydowych [10, 19, 38]. Pętle 1-3 znajdują 
się w C-końcowym fragmencie struktury, natomiast pętle 4-6 znajdują się we fragmencie 
N-końcowym białka [10, 36]. Obie domeny N- i C-końcowa mają zdolność do tworzenia
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połączeń z MMPs, natomiast największa aktywność inhibicyjna związana jest głównie 
z możliwością tworzenia wiązań pomiędzy N-końcem TIMP a N-końcem enzymu. 
Aktywność inhibicyjna poszczególnych białek TIMP jest różna w stosunku do różnych 
MMPs. Domena C-końcowa (pętle 4-6) TIMP-1 ma większe powinowactwo do 
domeny hemopeksynopodobnej MMP- 9 niż do domeny hemopeksynopodobnej MMP- 
2. C-końcowa domena TIMP-2 ma natomiast znacznie większe zdolności do wiązania 
z domeną hemopeksynopodobną MMP-2 [9, 10, 25]. Paradoksalnie TIMP-2 ma 
działanie nie tylko inhibicyjne, ale również bierze udział w procesie aktywacji MMP-2 
przy udziale MMP-14. TIMP-3 wykazuje znacznie większe powinowactwo w stosunku 
do MMP-9 niż pozostałe białkowe inhibitory [10, 38]. Białka TIMPs oprócz inhibicji 
metaloproteinaz mają także zdolność pobudzania wzrostu komórek, a także supresji 
sygnałów prowadzących do pobudzenia mitozy oraz apoptozy [38].
Do endogennych inhibitorów metaloproteinaz należy także trombospondyna-2, 
trombospondyna-1, niewielkie cząsteczki białkowe z fragmentami homologicznymi do 
TIMPs, inhibitor związany z błoną komórkową RECK (reversion-inducing cysteine- 
rich protein with kazal motifs) oraz a2-makroglobulina, będąca białkiem osoczowym. 
Bierze ona udział w nieodwracalnej inhibicji MMPs [8, 27].
Zmniejszenie aktywności MMPs możliwe jest także na etapie transkrypcji, poprzez 
zablokowanie odcinków DNA, które kodują poszczególne enzymy. Zmniejszenie 
aktywności może też odbywać się poprzez zablokowanie aktywnych już form enzymów.
4. PRZEBUDOWA MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ
Aby komórki rakowe mogły pokonać gęstą sieć elementów budujących macierz 
zewnątrzkomórkową, niezbędna jest proteoliza poszczególnych składników tego 
środowiska. Szczególna rola w procesie proteolizy składników ECM związana jest z 
aktywnością metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej. Szczególne znaczenie dla 
zagrożenia migracją komórek ma proteolityczne działanie MMPs na E-kadherynę, białko 
adhezyjne, które uczestniczy w interakcji pomiędzy komórkami. Cząsteczka E-kadheryny 
zlokalizowana j est na powierzchni komórek nabłonkowych. Degradacj a białka prowadzi 
do zaburzenia oddziaływań międzykomórkowych, a także inicjuje proces transformacji 
komórek nabłonkowych w komórki mezenchymatyczne. Taka zmiana fenotypu 
komórkowego związana jest ze stopniem zaawansowania oraz złośliwością nowotworu. 
[8, 14, 38]. Żelatynaza A (MMP-2) oraz żelatynaza B (MMP-9) mają największe zdolności 
do degradacji białka kolagenowego typu IV, będącego głównym składnikiem błony 
podstawnej [42]. MMP-2 ulega ekspresji w bardzo wczesnej fazie raka piersi i jest 
traktowana, jako jeden z pierwszych czynników umożliwiających formowanie się 
nowotworu. W większości przypadków jest nieobecna w normalnej dorosłej tkance piersi, 
ale ulega ekspresji w łagodnych nowotworach, takichjak np. włókniaki [35]. Uszkodzenia 
struktury błony podstawnej stanowiąjeden z elementów warunkujących migrację komórek. 
Metaloproteinazy te odgrywają krytyczną rolę w procesie transformacji nowotworu in
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situ w jego postać inwazyjną. Wzrost ekspresji MMPs głównie MMP-2 oraz MMP-9 
odpowiedzialnych za degradację kolagenu typu IV został stwierdzony w tkankach 
nowotworowych tych nowotworów piersi, których komórki mają zdolność do tworzenia 
przerzutów. Natomiast wzrost ekspresji enzymów nie został potwierdzony w tkance 
nowotworowej in situ [7, 12]. Ekspresja MMP-2 zachodzi głównie w zrębie złośliwych 
nowotworów ijest zwiększana przez parakrynne pobudzanie mediowane przez czynniki 
rozpuszczalne. Dla odmiany ekspresja MMP-9 w fibroblastach pochodzących z tkanki 
nowotworowej wymaga bezpośredniego kontaktu ze złośliwym nabłonkiem nowotworo­
wym [35].
5. ROLA METALOPROTEINAZ MMP-2 ORAZ MMP-9 
W PROCESACH NOWOTWOROWYCH
Dotychczas rola metaloproteinaz w procesach nowotworowych ograniczona była 
jedynie do udziału w inwazji i tworzeniu przerzutów. Jednak wykazano także działania 
MMPs na innych etapach karcinogenezy.
5a. MMPs a procesy wzrostu i apoptozy komórek nowotworowych
MMPs regulują procesy wzrostu oraz proliferacji komórek. W prowadzonych 
badaniach doświadczalnych wykazano, iż proliferacj a komórek nowotworowych u myszy, 
które nie miały genu kodującego MMP-9 była w znacznym stopniu zahamowana [8].
MMPs generują sygnały pobudzające komórki do intensywnego namnażania się, 
uwalniają związane z błoną komórkową prekursory czynników wzrostu, np. TGF-a. 
Rozkładają kompleks IGF-BP (insulin-likegrowth factor-bindingprotein), uwolniony 
zostaje czynnik IGF, który pobudza wzrost komórek nowotworowych. MMP-9 obniża 
także zdolność komórek nowotworowych do apoptozy [7, 8].
5b. MMPs a tworzenie przerzutów
Rola MMPs w procesach tworzenia przerzutów jest znana już od kilku lat. Potencjał 
inwazyjny nowotworu może być zależny od interakcji pomiędzy MMPs a TIMPs. 
Przewaga aktywności enzymów nad ich tkankowymi inhibitorami prowadzi do zwięk­
szenia potencjału inwazyjnego [22]. Pierwszym krokiem jest migracja komórek 
nowotworowych do otaczających tkanek, a następnie do tkanek znacznie oddalonych 
od miejsca pierwotnego guza [6, 3]. Aby proces ten mógł zaistnieć, niezbędne jest 
zmniejszenie adhezyjności komórek nowotworowych do podłoża. Dochodzi do tego na 
skutek degradacji białek adhezyjnych, w tym E-kadheryny przez metaloproteinazy [8, 
38]. MMP-2 oraz MMP-14 degradują lamininę-5 w błonie podstawnej. W wyniku tego 
działania odsłonięciu ulega miejsce w strukturze lamininy, które w warunkach 
fizjologicznych jest ukryte. Ekspozycja tej części białka inicjuje migrację komórek 
nowotworowych. Podczas wędrówki komórki muszą odłączyć się od sąsiadujących 
komórek oraz od otaczających je  składników macierzy zewnątrzkomórkowej.
692 A. ŁAPKA, A. GOŹDZIALSKA, J. JAŚKIEWICZ
Niezbędnym do tego procesu jest lokalizacja MMP-9 na powierzchni błony komórkowej 
[8]. Na błonie komórek nowotworowych obecne jest białko adhezyjne CD44 będące 
głównym receptorem dla kwasu hialuronowego. Łączy się także z MMP-9 wiążąc 
tym samym tę metaloproteinazę na powierzchni komórki nowotworowej. Powstały 
kompleks sprzyja inwazyjności komórek guza [8, 18]. Kompleks CD44 - MMP-9 
rozkładany jest przez MMP-14 i uwolniona zostaje pozakomórkowa domena, co 
powoduje zmniejszenie inwazyjności nowotworu [8].
5c. MMPs a angiogeneza
Angiogeneza warunkuje lokalny rozwój nowotworów, a także umożliwia tworzenie 
przerzutów. Zahamowanie procesu angiogenezy prowadzi do supresji wzrostu guza 
oraz uniemożliwia migrację komórek nowotworowych do innych tkanek [18, 43, 44]. 
W doświadczeniach in vitro wykazano, że endogenne inhibitory MMPs redukują 
powstawanie nowych naczyń krwionośnych. Nasuwa się zatem wniosek, że MMPs 
wyraźnie zwiększają możliwości angiogenezy. MMPs degradują składniki ECM, dzięki 
czemu komórki nabłonkowe przenikają w głąb zrębu nowotworu. Przeprowadzono 
szereg badań in vitro oraz wiele eksperymentów na modelach zwierzęcych, z których 
wynika, że MMP-2, MMP-9 oraz MMP-14 są bezpośrednimi regulatorami angiogenezy 
[8, 26]. MMPs degradują kolagen typu IV, I oraz fibronektynę, co powoduje rozluźnienie 
ścisłej struktury ECM i umożliwia przenikanie komórek nabłonkowych, które dadzą 
początek nowym naczyniom krwionośnym. Rozkład kolagenu typu IV dodatkowo 
sprzyja procesowi angiogenezy przez umożliwienie połączenia pomiędzy zdegradowanym 
kolagenem IV a integryną av^3. Metaloproteinazy zwiększają dostępność proangio- 
gennych czynników wzrostu np. VEGF, FGF-2, TGF-^. Czynniki te stymulują prolife­
rację i migrację komórek nabłonkowych, w wyniku czego dochodzi do organizowania 
nowych naczyń krwionośnych [8, 21, 44].
5d. MMPs a odpowiedź immunologiczna organizmu
Układ odpornościowy jest zdolny do rozpoznawania i niszczenia komórek 
nowotworowych poprzez takie komórki, jak: makrofagi, limfocyty T, limfocyty NK i 
neutrofile. Komórki nowotworowe wykształciły wiele systemów umożliwiających 
uniknięcie zniszczenia przez układ immunologiczny. Jednym z takich systemów są 
metaloproteinazy [8]. Istotnym czynnikiem do wzbudzenia reakcji odpornościowej jest 
proliferacja limfocytów T pod wpływem stymulującego działania kompleksu IL-2- R a 
(interleukin-2-receptor-a). MMPs, a szczególnie MMP-9 mają zdolność do rozkładu 
tego kompleksu, przez co następuje oczywisty spadek proliferacji limfocytów T, a tym 
samym znaczące zahamowanie reakcji odpornościowej typu komórkowego [8, 33]. 
MMPs aktywują również TGF-b (transforming growth factor), który jest jednym 
z inhibitorów odpowiedzi limfocytów T skierowanej przeciwko komórkom nowo­
tworowym [11]. MMP-9 degraduje IL-8 (interleukin-8), która jest chemoatraktan- 
tem dla fagocytujących komórek. W procesach nowotworowych, w tym także 
w nowotworach gruczołu piersiowego, pojawiają się komórki zapalne. Komórki te
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produkują wiele różnych MMPs, w tym także MMP-9, MMP-12, MMP-14, a zatem 
pośrednio biorą udział w stymulacji progresji nowotworu i zapewniają komórkom 
nowotworowym ochronę przed działaniem układu immunologicznego [8].
6. PODSUMOWANIE
Wczesna diagnoza i określenie stanu zaawansowania nowotworu pozwala na 
zwiększenie przeżywalności chorych na nowotwory piersi. Ważne jest poszukiwanie 
nowych czynników prognostycznych i diagnostycznych, które umożliwią wczesne 
wykrycie nowotworów piersi, a jednocześnie pozwolą na wykorzystanie dostępnych 
możliwości leczenia w postaci chemioterapii, radioterapii lub hormonoterapii obok 
zabiegu operacyjnego [16, 39]. Wprowadzenie wczesnej diagnozy i skutecznego leczenia 
staje się misją współczesnej ochrony zdrowia, zwłaszcza w przypadku tak częstego 
schorzenia, jakim jest rak piersi u kobiet. Uczestnictwo MMP-2 oraz MMP-9 zarówno 
w angiogenezie, jak i inwazyjności oraz progresji nowotworu i zwiększenie ich ekspresji 
zgodne z powiększeniem stopnia zaawansowania nowotworu staje się niekorzystnym 
czynnikiem prognostycznym [13]. Kobiety, u których w tkance nowotworowej guza 
piersi stwierdzono zwiększoną ekspresję MMP-2, mają znacznie gorsze rokowania. 
MMP-9 wykazuje wysoką ekspresję w nowotworze gruczołu piersiowego i wydaje się 
być związane z tworzeniem przerzutów do węzłów limfatycznych. Głębsze poznanie 
działania metaloproteinaz zbliża naukę do możliwości odkrycia coraz to nowszych endo- 
i egzogennych inhibitorów, które zwiększą szansę selektywnego blokowania poszcze­
gólnych enzymów, w tym MMP-2 oraz MMP-9.
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